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PROCEDE DE DETECTEON D'AU MOINS UN PARAMETRE 
' CARACTERISTiQUE DE MOLECULES SONDES FfXEES SUR AU MO{NS 

UNE ZONE ACTIVE D'UN QAPTEUR. 

s La prSsente invention a pour objet un proc^dS de detection 

d'au moins un parametre repr§sentatif de moiScuies sondes fix^es sur xles 
zones d'un capteur. 

On connaTt d§j§i un proc§d§ de detection de I'liybridation de 
sequences d'ADN a I'aide d'un transistor a effet de ciiamp. tel qu'il a 6te 

10 decrit dans I'articie de E. SOUTEYFRAND et collaborateurs intitule « Direct 
Detection of tiie liybridization of syntlietic Homo-Oiigomer DNA Sequences by 
Fieid Effect » paru en 1997 dans le J. Rhys. Cliem. B1997, 101, pages 2980 
^ 2985. Un transistor de type ISFET (« Ion-Sensitive - Field Effect 
Transistor ») utilisable dans ce type d'application a et§ decrit dans ('article 66 

15 Piet BERGVELD « Development, Operation and Application of the ISFET as a 
Tool for Electrophysiology paru dans IEEE Transactions on Biomedical 
Engineering volume BME-19 - n" 5 Sept 1972 pages 342 k 351. Des 
indications sur la fabrication de telles structures de transistors peuvent Stre 
trouvees dans I'articie de V. . KiESSLiNG et collaborateurs. intitulS 

20 « Extracellular Resistance In Cell Adhesion Measured with a Transistor 
Probe » paru dans Langmuir2000 16, pages 3517 - 3521. Enfin un mode de 
pr§paration des sur^ces a §tS d§crite dans Tatticie de A. KUMAR et 
collaborateurs, intltul6 « Silanized nucleid acids : a general platform for DNA 
immobilization » paru dans Nucleid Acid Research 2000, volume 28, n° 14, 

25 ' pages I a vi. 

Deux precedes de fixation des molecules sondes sur la 
surface sbnt notamment utilisables dans le cadre de la presente invention. Le 
premier consiste en une synthese directe sur solide, telle que decrite par 
exemple dans I'articie de S.P.A, Fodor et. Collaborateurs intitule « Light- 

30 directed, spatialiy adressable parallel chemical synthesis » paru .dans Science 
251, pages. 767 a 773 (1991). Le deuxi^me est la fixation des oKJl^cules a 
partir d'une dilution. 

Dans le cas des capteurs comportant une plurality de zones 
actives, par exemple ies piices ^ ADN, ou les puces § protdines. ii n'existe 

35 . pas actuellement de technique disponible permettant de contrdier faciiement 
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* et de maniere relativement raplde sur quelles zones des molecules sondes 
ont §te fix6es effectivement. 

La presente Invention a ainsi pour but un procSdS de 
d6tection d'au molns un param^fre repr6sentatif de molecules sondes fixees 

5 sur au moins uhe zone d'un capteur, notamment en vue de contrdier le depot 
et la fixation locales des molecules sondes, pour permettre en partlculler de 
remedier au moins partlellement aux probl§mes que posent les variations 
exp6rimentales importantes qui sont fr^quemment rencontr§es en pratique. 

La presente invention conceme ainsi un proc§d6 de detection 

LO d'au moins un parametre representatif de molecules sondes fixees sur au 
moins une zone active d'un capteur, caracterise en ce que (edit capteur est 
constitue par un reseau de transistors a effet de champ dont chacun presente 
une region de source, une region de drain, et une region de porte qui 
constitue une dlte zone active, sur laquelle iedit parametre representatif des 

15 molecules sondes doit etre detecte et en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) mettre en contact c^rtaines desdites zones avec des 
molecules sondes pour reaiiser leur fixation, 

b) baigner dans une solution d'electrolyte au moins ces zones 
20 qui ont ete mises en contact avec des molecules sondes, 

c) mesurer au moins un point de la caractSristlque courant de 
drain/tension source-porte / tensfon source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un premier groupe correspondent a des zones mises en contact 
avec des' molecules, sondes, par exemple.en appiiquant a ces transistors du 

25 premier groupe. dont le drain et la source ont ete polarises, line tension 
donnee par exemple constante entre la porte et la source ou bien un courant 
de drain donne par exemple constant, pour en deduire au moins un dit 
parametre representatif par comparaison entre au moins deux des mesures 
obtenues pour deux differentes zones. Ladlte comparaison est 

30^ pr§f6rentlellement realisee a Taide d'une mesure differentielle. Le parametre 
representatif peut etre une detection de la fixation de molecules sondes. 

Entre les §tapes a et b, il peut etre pr6vu un ringage. 
Selon un mode particuiier de mise en oeuvre, le proced6 est 
caract§rise en ce qu'il comporte apres a) et avant b) les.6tapes suivantes : 

35 a1)rin5age . 




a2) ajout d'une solution ' corttenant des molecules clbles 
susceptibles d'interaglr sp6cifiquement ayec les mol6cuies sondes, par 
exemple de s^hybrider avec celles-cl dans le cas oil les molecules spndes 
spnt de TADN, eventuellement suivi d'un rin^age. . ' / 

5 Selon un autre mode particulier de mise en oeuvre, le proc6d6 

est caracterise en ce qu'il comporte apr^s c, les stapes sulvantes : 

d) ajout d'une solution d'6!ectrolyte contenant des molecules 
clbles susceptible d'interagir specifiquement avec les molecules sondes, par 
exemple de s'hybrider dans le cas oD les molecules sondes sent de TADN. 

10 e) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de 

drain/tension source-porte / tension source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un deuxieme groupe correspondant a des zones mises en 
contact avec des molecules sondes et avec des molecules cibles, par 
exemple en appliquant une tension par exemple constante entre la porte et la 

15 source de ces transistors du deuxidme groupe dent le drain et la s6urce ont 
ete polarises ou un courant donne par exemple constant ^ la source de ces 
transistors du deuxidme groupe, pour obtenir par comparalson au moins. un 
dit param6tre repr6sentatlf. 

Le proc6de peut mettre en oeuvre une plurallte de dites 

20 mesures d'au moins un point de la caracteristique, qui sont espacees au . 
cours du temps. Ceci permet une mesure doublement comparative, dans 
Tespace et dans le temps. * 

Selon une premiere variante, la comparaison, notamment par 
mesure differehtlelle, est. realisee entre au moins deux transistors 

25 correspondant a des zones qui sont baignees par une solution d'electrolyte, 
apres avoir et6 mises en contact avec des molecules sondes. 

Selon une deuxieme variante pref§r§e, cette comparaison, 
notamment par mesure differentielle, est realis6e entre au rhoins un transistor 
correspondant a une zone qui est baignee par une dite solution d'electrolyte 

30 apr^s avoir ete mise en contact avec des molecules sondes et au moins un 
transistor conBspondant k une zone qui est baignee par ladlte solution . 
d'electrolyte sans avoir §tS pFSalab.lement mise en contact avec des 
molecules sondes. 

Les nriplScuies sondes sont par exemple des molecules 

35 d'ADN, d'ARN ou de prbt6ines. . 
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• Le precede selon Tinvention est compatible avec uhe 
detection ciasslque d'Interaction moI§culalre par fluorescence, 

D'autres caracterlstlques et avantages . de I'lnvention 
apparaTtront mieux a la lecture de 1^ description cl-apres, en liaison avec les " 
s dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 repr§sente deux transistors d effet de champ 
d'une puce de detection, comprenant une plurallte de tels transistors 
organises suivant un reseau mono ou bldlmensionnel de transistors ; 

- la figure 2 represente en vue de dessus un detail d'une puce 
10 de detection et I'agencement des zones actives correspondant chacune a un 

transistor a effet de champ ; 

- la figure 3 illustre les connexions electriques de drain des 
transmissions du reseau mono ou bidimensionnel, la figure 4 representant la 
resistance des differentes • connexions electriques de drain, la courbe A* 

15 representant les valeurs calculees et la courbe B lesValeurs mesurees, I'ecart 
entre les courbes etant dO pour Tessentiel a la r6sistance de canal qui est 
constante. 

- la figure 5 represente un dispositlf de depose de la solution 
sur des zones actives sdlectlonnees ; 

20 - la figure 6 Illustre la detection de presence d'ADN sllanis^ et 

de poly-L-lyslne avec Usg et Ugo constants, par variation du courant de drain 
'sd ! ®^ * 

- la figure 7 illustre la detection de presence d'ADN silanis4 et 
de poly-L-lyslne avec Isd et Usd constants, par detection de la variation de la 

25 tension Usg ; 

- les figures 8A a 8C represented les resultats d'experiences 
. r§alisees dans differentes conditions exp6rimentales ; 

- les figures 9A a 9D montrent une detection electronique 

d'ADN; 

30 , - et les figures 10A et 10B illustrent la mise ^n oeuvre de 

canaux micrpfluidiques. 

Les figures 1 k 3 illustrent un capteur presentant un reseau 

de transistors k effet de champ sur un substrat en sillclum. Un transistor ou 

T2 repr6sent6 en coupe S la figure 1 est pourvu d'une region de source S et 
35 d'une r6gion de drain D qui pr§sentent chacune un contact 6lectrique et qui 

sont surmont6es d'une couche Isolante respectivement 1 et 2, par exemple 
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• un oxyde thermique de SiOg; La region active 3 entre la source S et le drain D 
forme la region de porte G du transistor et presente une couche isolante 4 
d'epalsseur r^dulte, par exempfe une couche de SiOj thermique. II est 
§galement possible de ne pas .disposer d'oxyde sur cette region active. La 
. 5 surface active est alors d^llmitee par une pprtion 4' du substrat qui est mise 
Snu. - 

Des molecules sondes, par exemple des molecules d'ADN 
simple brin. sent flx6es par un precede connu sur au moins certaines des 
surfaces acHves 4 ou 4'. Pour I'ADN. on utilise de pr6f§rence des transistors § 
10 effet de champ d canal n a appauvrissement (pour lesquels les porteurs de 
charge sont les Electrons, plus mobiles d'oD une augmentation de la 
senslbHlt§) avec une polarisation de porte negative (c'est-^-dire que 
relectrolyte est polaris6 n6gatlvement par rapport au semi-conducteur). I'ADN 
se chargeant n6gativement (pour un Electrolyte de pH neutre);. 

L'application d'une tension source-drain Ugp entre la source S 
et le drain D (Usdi pour T,. et Usdz pour Tg) et d'une tension porte-source Uqs 
entre I'Electrolyte 6 et la source S (par exemple par une Electrode E unique 
Ag/AgCI) Indult un gaz bidimenslonnel de porteurs de charges a rinterfece 
Si/SiOa, ou k I'interface Si/Electrolyte de chaque transistor. II en rEsuIte uh 
20 courant de drain Ip qui, pour chaque transistor, depend de fagon sensible de 
la charge k I'interface SiOa/eiectrolyte ou Sl/electrolyte. On appelle surface 
active cette interface qui fait face au 'canal entre la source S et le drain D. 

Le courant Id depend de la fixation des molecules sondes, par 
exemple des molEcules d'ADN sur la surface active 4 ou 4'. • 
25 Comme le montrent les figures 2 et 3, n structures de type 

transistor d effet de champ sont IntEgrees dans un substrat de sillcium 
recouverl d'un Isolant (SIO2 ou autre) et poun^u de connexions appropriees 
(metallisation ou de prEfErence regions conductrices dopEes) par les prises 
de contact Electrique de source 10 et de drain (D^, ... DJ. A la difference . 
30 . d'une structure de transistor MOS standard, il n'y a pas d'Electrode mEtalllque 
de porte. Ceci conBspond S la structure de type « ISFET » (« Ion. Sensitive 
Field Effect Transistor »). On utilise de preference un substrat de type Soi 
(sillcium sur Isolant) qui procure une senslblllte plus elevee. 

Les differentes structures sont ^ faible distance laterale Tune 
35 de I'autre et ieurs surfaces actives sont en contact avec la meme solution de 
mesure. Une dimension laterale typique dans la micro-eiectronlque actuelle 



6 . 

est inferieure au ^m. Dans la.technologie des puces a ADN telle que mise en 
cBuvre dans la pr^sente invention, la dimension laterale est de 5-10 \xm pour 
une synthese directe sur le soiide et de 50-100 \im dans le cas d'une fixation, 
des molecules # partir d'une dilution. j * . 

5 Dans la pr6sente configuration de nriesure paralldie, plusieurs. 

plots avec differents types de molecules sondes immobilis6es sont en contact 
avec la m§me solution de mesure et au moins une structure de transistor se 
situe en dessous de chaque plot. La mise en oeuvre de plusieurs transistors 
par plot est possible au vu des dimensions mentionnees ci-dessus et perniet 

10 une redondance dans la detection. 

Une Electrode E (Ag/AgCI, par exemple), est utilisee pour 
fixer le potentiel de la solution de mesure 6 (Electrolyte) par rapport a la 
structure en silicium qu'elle recouvre et pour fixer le point de . travail des 
capteurs (transistors). Le potentiel de I'electrolyte 6 peut dans certains cas 

15* etre egal a z6ro. La* solution de mesure 6 qui baigne les capteurs contient des 
ions a une concentration qui donne une conductivite suffisante et qui ne 
donne pas lieu a un ecra.ntage trop important au niveau des surfaces actives. 
Son pH est de preference neutre. 

Le precede de detection des reconnaissances molSculaires 

20 est bas6 sur une approche par comparaison, notamment differentlelle. La 
mesure est reallsee en utilisant plusieurs structures de transistor en parall§le. 
La mesure peut §tre differentlelle par rapport aux differents types de 
mol6cules greff6es et inclure eventuellement plusieurs transistors par type de 
mol6cule. II est §galement possible de comparer des signaux avant/apres la 

25 reaction qui revele la reconnaissance moleculaire (et/ou revolution pendant 
cette reaction). 

Le precede selon i'invention permet de contourner les 
difficult6s associ^es a la sensibility d'un capteur Individ uel au pH et a la force 
ionique et celles associ^es ^ une variabilite d'un transistor indjviduei a I'autre 
30 (ceci inclut la structure de transistor et la qualite de la fixation des sondes). 

Un precede selon un mode de realisation pr6fere met en 
oeuvre les etapes suivantes : • 

a) traitements homogenes de toute la surface Isolante pour 
preparer la fixation des mplecules sondes ; 
35 b) greffage local de differents types de molecules sondes 

. surau moins certalnes des surfaces actives indlvlduelles ; 
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c) ringages homogdnes ; 

d) mesure. electronique : ajouter I'electrolyte de mesure, 
plonger I'electrode et mesurer les transistors (par exemple.un ou plusleure 

• . points de la caracteristique i^ en fonction de et de. Use), et comparer les 
5 r6sultats otjtenus selon ies transistors ; 

e) ringages liomogenes ; , 

f) et eventuellement ajout de la solution de molecules 
cibles en pr§sence d'6lectrolyte et reaction de reconnaissance ; 

g) ringages hombg^nes ; 

h) mesure §Iectronlque, comme (d). 

En cas de mise en ceuvre des etapes f ^ h. il est possible 
d'omettre s et c'est-^-dire de ne faire qu'une mesure 6lectronique. 

Certains transistors qui n'ont pas 6t6 mis en presence de 
molecules sondes (ou bien un seiil transistor) peuvent servir de t6molns. On 
mesure leurs caracteristiques apr§s ajout de f^lectfolyte de mesure qui par 
exemple, baigne I'ensemble des transistore. 

Le greffage des molecules sondes est realise par d6p6t de 
micro-goutteiettes de diametre environ 100 ^ sur les surfaces actives des 
transistors a I'aide de micro-plumes m6talllques qui sont disponlbles 
20 commercialement. 

Comme le montre la figure 3. le reseau de n transistors (par 
example n = 96 transistors) presente n connexions dfe drain D^, D2 ... et 2 
connexions (non representees) equivalentes a la source ci)mmune." Les 
resistances s6rle associees ces connexions ont des valeurs qui 
25 dependent de I'index 1 ...n du drain. 

Les valeurs de ces resistances R^. r6alls6es par exemple par 
dopage du.sillclum, ne sont pas n§gllgeables. 

A cet effet les resistances Rc de connexion de drain sont 
calculees k partlr des longueurs et des sections g6ometriques des lignes 
dopees dont on connaTt la resistlvite. Le calcul est compare k une mesure de 
la resistance en fonction de I'index du drain en appllquant * une tension 
continue (par exemple Uso = 0.1V et Usg = 2V). Cecl permet d'obtenlr une 
courbe de compensation donnee a titre d'exemple a la figure 4. 

Une Installation telle que celle representee k la figure 5 peut 
etre utilisee pour la mise en osuvre. du precede: sur une table 10. est 
disposee une platlne 12 incorporant un disposltif de commande a m'lcro- 
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• controleur pour une table 11 assurant un deplacement seion trois directions 
perpendlculaires X, Y, Z. Una puce 15 Incorporant le reseau de n transistors 
est disposee sur un support 14. Une autre platine 20 comportant une table 21 
assurant un deplacement selori les trols directions X, Y, et Z est mise en 

.5 ceuvre pour deplacer un bras 22 portant une micro-plume ou une pipette 23 
pour assurer le d§pdt des micro-gouttelettes sur au mains certains des n 
transistors. Un objectif 17 et/ou une camera coupiee a un ecran 19 permettent 
d'observer le depot des micro-gouttelettes et de contr6ler les operations. 

On effectue des mesures de courant de drain Iq avec par 

10 exemple Use = 1 V et Usd = 0,9V et un Electrolyte de pH neutre depose qui est 
constitu6 de KCI § une teneur de 0,1 millimole par litre. Les transistors (canal 
p a accumulation) ayant leurs sources interconnectees, la tension de source 
ou la tension de porte peut servir de reference de tension (par exemple la 
tension de masse). 

15 Une mise en oeuvre du precede sera maintenant decrite en 

liaison avec la figure 6. 

Avant ces mesures, on effectue un traitement global de la 
surface de la structure Si/SiOs par incubation 1-2 minutes dans de i'acide 
suifochromique et ringage sous un courant d'eau d§ionisSe puis incubation 3 

20 a 5 minutes dans une solution de NaOH (60 p.l NaOH 16N, 420^1 d'dthanol et 
220 yi\ d'eau), et enfin ringage sous un courant d'eau d6ionisee. 

La difference entre'deux mesures effectuees avant d§p6t 
local mais avant et apres un ringage a I'eau est presentee en petits carres a la 
figure 6. Les croix representent la difference entre une mesure effectuee 

25 apres d§p6t local de deux solutions differentes et une mesure faite avant le 
d§pdt (la mesure faite avant le ringage a I'eau). 

Avec une polnte commerciale 23 (Telechem SMP3B) montee 
sur le dispositif 22 pr6sente a la figure 5, on depose une solution 1 sur les 
transistors 5-7 (avec un contact entre pointe et surface), les transistors 19-21 

30 ^ et les transistors 33-37 et une solution 2 sur les transistors 66-69, les 
transistors 76-79, et les transistors 87-89, 

Solution 1 : 0,5 \i\ oligonucleotide 20 mer modifiee tliiol en 5' 
a 1 nmol/Kil, 9 \i\ sodium acetate 30 mlVI a pH 4,3, 0,5 ^1 mercaptosilane 5miVI 
dans sodium acetate, que Ton laisse r§agir une heure d temperature 

35 amblante, avant le dSpot. 
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Solution 2: Poly-L-lysine (0,01% pqids/volume «w/v» final 
(P8920, Sigma)) dans un tampon PBS 0,1X a pH 7.- 

Aprds les depots locaux, I'ecliantillon est sech§ 15 minutes en. 
atmospliere liumide et ensuite 5 minutes a SC'C. 

La poly-L-lysine est positive dans i'electrolyte de mesure (pH 
neutre) a cause des groupements amines Ionises. La diminution du courant 
observe sur les depots de poly-L-lysine est compatible avec Tadsorptlon 
d'une charge positive sur la surface. 

Pour la solution 1. la modification silane sur I'ADN r^agit avec 
les groupements OH de SiO^ et I'ADN est charg§ n§gativement en solution. 

Les solutions 1 et 2 donnent done des signaux de signes 

opposes. 

Une autre mise en oeuvre de proc6d§ sera malntenant d6crite 
en liaison avec la figure 7. 

15 On/ mesure la difference de potentlel de surface AUsg 

con-espondant h la mesure avant/apr§s d6p6t. Pour d§temilner AUse on 
mesure la caracteristique bidimenslonnelle par exemple Id(Usq, U^d) et pn 
determine les caracteristiques intrinsdques des 96 transistore en con-igeant 
numeriquement en fonction des resistances des ilgnes de drain en s6rie. 
La modification de I'etat de I'interface SIO^ induit un changement de la 
caracteristique intrinseque qui correspond a un d^calage AUsg a et 
courant de drain 1^ donstants. Ce d^calage permet d'obtenir directem'ent une 
mesure Independante du point de travail du transistor, contrairement au 
changement de courant Alp presente dans la figure 6. La valeur AUsg Permet 
25 en premidre approximation de quantifier le changement de I'interface 
SPa/llqulde Indult par le d6p6t local. Selon une variante. on fait varier Use de 
faifon § garden Iq constant. ' 

Les figures 8A S 8C montrent des mesures diffefentielles 
r6alis§es avant et aprds d6p6t de poly-L-lyslne (figure 8A). r^allsees en 
fonction de la concentration en KCI (figure 8B). et r^alisees en fonction de la 
cpncentration en poly-L-lyslne d§posee. 

A la figure 8A, les variations AIq du courant de drain Id sent 
representees en ordonn6e pour chacun des translstore 60 d 96 identifies en 
absclsse (Use = 1 V, Uso = 0,9 V et electrolyte KCI ^ 0,1 mM). Les difterences 
AId entre deux mesures realisees avant un dep6t local mais sepai^es par un 
ringage k I'eau sont representees par des cercles. Les differences Al. 
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correspondant § des mesures effectuees avant et apres un d6p6t local de 
poly-L-lysine sont representees par des §toiles. Apres le d6p6t local on lalsse 
r^chantlllon lS minutes a temperature ambiante en milieu humide, avant de le 
.secher k SC^C pendant 5 minutes. La dilution Cb de la poly-L-lyslne est de 
5 0,01 % poids/volume "WA/" final (P8920, Sigma) dans un tampon PBS 0,1x a 

pH7. " . 

A la figure 8B, les differences AUsg de la tension de source- 
grille Use sont mesurees sur une partie des transistors d'un reseau de 62 
transistors FET avec Usd = 1,2 V et Ip =50 pA. Les differences entre une 

10 mesure de reference (effectuee avant depot local et avec une concentration 
en KCI de 0,01 mM) et de deux series de mesures (effectues apres depot 
local de poly-L-lysine et avec differentes concentrations en KCI) sont 
representees par des cercles et des etoiles. Ici, un depot local de poly-L- 
lysine a ete effectue dans deux zones distinctes avec la meme dilution Cq que 

15 dans le cas de la figure 8A. Lors de chacune des deux series de mesure, on 
fait varier la concentration de KCI dans le tampon de mesure entre 0,01 mM 
et 100 mM, en passant par les valeurs 0,1 mM, 1 mM et:10 mM . Entre les 
deux series de mesure, on rince la surface a I'eau. On constate une 
sensibilite appreciable de la detection de la poly-L-lysine pour des 

20 concentrations de KCI entre 0,01 mM et 1 mM, et la hauteur des pics dimlnue 
progressivement au-del^ de ces valeurs. 

La figure 8C montre les variations AUsg de la tension Usg en 
fonctlon de la concentration en polymere d6pose (poly-L-lyslne), ^ savoir 2Co, 
Co, Co/2, Co/4, Co/8 dans' un tampon 0,1 x PBS pH 7, Co ayant la valeur 

25 indlquee pour les mesures de la figure 8A. Les conditions de mesure sont les 
suivantes : Uso = IV, Iq = 100 pA, et une concentration de 0,01 mM pour KCI. 
Ces mesures montrent qu'il n'y a pas avantage dans les conditions 
exp6rimentales choisies d'augmenter la concentration au-dela de Cq. 

Les figures 9A a 9D montrent la detection electronique d'ADN. 

30 Les tensions Msg les variations AUsg de la tension Usg correspondent a un 
point de fonctionnement Usd= 1V, Id= 100 pA, et a une concentration 0,01 
mM en KCI. Elles sont obtenues a partir de la caracteristique Id(Usg. Usd) 
sont reportees sur les courbes avec en abscisse le numero des transistors 
FET (la 96). 

35 Les etoiles repr6sentent la mesure avant traitement de surface 

initial S la soude tei qu'{ndiqu§ ci-dessus en liaison avec la figure 6. Les 
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cercles representent la mesure apres incubation- de poiy-L-lysirre sur tout le 
reseau. Pour permettre une immobilisation de I'ADN. on incube le riseau de 
transistors FET pendant 30 minutes dans une dilution de poIy-L-lysine 
(concentration Co). Ensuite, saas effectuer de s6chage pr^alable, on. rince ^ 
.5 I'eau et on seciie ensuite S I'air. L'incubation conduit a des d^calages de la 
tension Usg d'une valeur de 97 ± 50 mV (statistique sur 67 surfaces 
prepar§es) qui reduisent les variations entre transistors dans le signal 
6lectronique. Ces decalages sont compatibles a celles observ§es avec les 
valeurs- mesur§es en relation avec la figure 8C sur des' depots locaux i la 
10 mgme concentration. Les cam§s represented les mesures aprds depot local 
d'oligonucl6otldes (5' Cy-5 modifies 20 mer, concentration 50 jjM dans de 
I'eau desionisee) autour des transistors n" 30, 60 et 90. En niveau de gris et 
au dessus de la figure 9A, est representee I'image en microfluorescence des 
trois points d'ADN pr6cit6s. 
15 La figure 9B montre la detection electronique et par 

fluorescence d'oligonucteotides Cy5 modifies. Les points repr6sent6s par des 
etoiles ont ete obtenus par difference AUgo entre deux mesures eiectronlques 
realisees avant et aprds 4 depots locaux avec des concentrations drfferentes 
en ADN (Ref. = 0 pM. 5 pM 10 pM, 20 pM). lis montrent la variation AUsede la 
20 tension Use qui est observee dans les caracteristiques des transistors et qui 
est due aux depots locaux d'ADN. Les can-^s montrent I'intenslte de la 
fluorescence mesur^e sur les transistors FET seches, une fois la mesure 
electronique realisee avec I'electrolyte. On notera que la m§me detection 
electronique est obtenue avec des oligonucleotides du meme type, mais non 
25 modifies. 

La figure 9C mdntre la detection d'ADN double-brin aprds 
depot macroscopique de deux prodults sur deux zones A et B des transistors 
FET. Avec une micropfpette, on depose 0,15 pi preieves dans deux tubes A 
et B sur deux regions respectives du reseau de transistors a effet de champ 

30 , FET. Le reseau a ete prealablement recouvert de poly-L-lyslne pour 
immobiliser I'ADN et mesure pour servir de reference. La zone A (transistors 1 
§ 20) de la figure 9C a et6 recouverte de la solution du tube A et la zone B 
(transistors 50 ^ 90) de la solution du tube B en laissant subsister entre elles 
une region centrale (transistors 21 a 49) non recouverte. On Incube pendant 

35 15 minutes sans secher, puis, on rince' a I'eau et on mesure ensuite les 
transistors du reseau. Les transistors 1 e 20 (zone A) ont ete lncub6s avec 
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* Line solution contenant des produits d'une reaction par polymerisation en 
chaTne (PGR) obtenus dans le tube A selon la procedure decrite ci-apres. On 
constate dans cette zone un decalage vers le bas par rapport a la zone B 
(transistors 50 k^O) et par rapport ^ ladite zone non lncub§e entre A et B. En 
5 effet, la solution de rSfSrence mise en oeuvre dans la zone B a ete choisie 
pour ne pas produire de I'ADN double brin (tube B selon la procedure d§crite 
ci-apres). 

A la figure 9D, dans la region MUT (transistors 1 S 35) sur 
laquelle a et& deposes une solution obtenue par amplification PGR dans des 
10 conditions d6crites ci-aprds, ^ partlr d'ADN portant une mutation, on observe 
un decalage vers le bas de AUsg, alors que dans la region de reference WT, 
pour laquelle TADN de depart ne portant pas la mutation, on n'observe pas un 
tel decalage. 

Pour Texperience de la figure 9G, la technique d'amplification 
15 PGR d'un fragment'd'ADN a 1009 paires de bases met en oeuvre TADN du 
bacteriophage A, digere par I'enzyme BstEII en utilisant deux amorces : 

5' - GGG GGA ACT GAG TGT GGG GG 
et 5' -GAG GGG GCA GGG GTG AGG TT . 

Le protocole PGR est conduit sur un thermocycleur du 

20 commerce : 

- initiation pendant 3 minutes S 94 ^^C 

30 cycles de d6naturation / hybridation / extension de 30 
secondes ^ 94**C/30 secondes a 57**G / et 2 minutes a 72**G. 

Une etape finale de PGR est conduite pendant 3 minutes a 

25 72'^C. 

Pour un volume de 50 microlitres, on utilise 10 nanogrammes 
de I'ADN X digere par Bst Ell, 20 picomoles pour chacune des amorces, et les 
quatre dNTP ont une concentration finale de 50 pM chaque. On met 0,5 
microlitres de polymerase TAQ (a 1U/ pi) de Roche Diagnostics dans le 
30 tampon standard de reaction PGR (foumi avec la polymerase TAQ). Geci 
correspond a la preparation. du tube A pour la zone A, Dans le tube de 
reference B (qui correspond a la zone B), on remplace un des quatre dNTP, a 
savoir le dTTP par du dGTP, de maniere a conserver la meme concentration 
totale en dNTP, ce qui inhlbe la synthdse du produit d'ADN double brin. 
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Les produits de la PGR sont. dans I'un et I'autre cas, purifies 
deux-fois sur des colonnes "QIAQUICIC. de la Soci6t6 QIAGEN et eluees 
avecun tampon de Tris-CI de pH 8,5 a une concentration de 10 mM. 

. L'ampllficatlon PGR sp6cifique deJa mutation mise en oeuvre 
5 dans le cadre de I'experience con-espondant k la figure 9D part d'un fragment 
du gene liumain GX-26 (code d'acc^s M 86849, chromosome 13q11-12). Ge 
g6ne est amplifi6 ^ partir d'ADN genomique provenant d'un ou plusieurs 
patients. La technique de PGR met en ceuvre des conditions et des amorces 
de cyclage d6crites dans les articles de F. DENOYELLE et collaborateurs 
10 utilises pour le premier "Prelingual Deafness : hight prevalence of a SOdeIG 
mutation in the connexin 26 gene" paru dans Human IVloiecular Genetics. 
1997. vol. 6, n" 12, p. 2173 d 2177 et pour le deuxidme "Glinical features of 
the prevalent form of childhood deafness, DFNB1, due to a connexin-26 gene 
defect : implications for genetic counselling" paru dans THE LANCET, vol. 
15 353. 17.Avril 1999. p. 1298 ^ 1303. On utilise une polymerase Pwo (de Roche 
Diagnostics) dans un tampon PGR avec l\4gS04 S 1.5 mM. Les amoroes sont 
le GAP1F et GONNR (voir le deuxi^me article pr«cit6 de F. DENOYELLE, p. 
1299 colonne de droite avant dernier paragraphe) et les conditions 
experimentales sont celles du premier, article pr§cit6 du m§me auteur (p. 
20 2177). On utilise une concentration finale de 0. 6 pM pour chacune des 
amorces et de 0,2 mM pour chacun des dNTP. 

Les produits de la PGR sont purifies sur des colonnes 
"QIAQUIGK" de la Soci^te QIAGEN, et apr^s une dilution (de 10 000 fois) 
sen/ent d'ADN de depart dans la reaction specifique de la mutation qui a lieu 
25 ensuite. 

L'ampiiflcation PGR est choisie pour permettre la detection de 
la mutation 35delG (ou 30deIG) dans le gdne GX26, grace a des amorces 
sp6clflques de cette mutation. Les conditions de cycle et les sequences des 
amorces sont donnees dans Particle de G. LUGOTTE et collaborateurs intitul6 
30 "PGR test for diagnosis of the common GJB2 (connexin 26) 35delG mutation 
on driepl blood spots and determination of the carrier frequency in France" 
. publi6 dans Molecular and Gellular Probes (2001) 15, p. 57 d 69. On- utilise 20 
picomoles de chacun des ollgonucldotldes amorce pour un volume final de 
50 pi. 

35 Les deux amorces sp^cifiques de la mutation (voir article de 

LUGOTTE pr6cite, page 58. colonne de droite M primer et N primer) et une 
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amorce commune (C primer) sont utilisees pour synthetiser les produits de 
PGR de 197 paires de bases. On realise deux reactions PGR sp^cifiques sur 
chaque 6chantillon d'ADN, la premiere de ces reactions est realisee avec la 
premiere amorce sp.6cifique at dohne un produit si la mutation est presente 
5 dans TADN de depart. La deuxieme reaction est r6allsee avec la deuxieme 
amorce specifique et donne un produit si la mutation n'est pas presente dans 
TADN de depart. Ceci permet de determiner si un echantlllon est normal, 
het§rozygote ou homozygote vis-a-vIs de cette mutation. 

Pour un volume de 50 |jl de milieu reactif, dans un tampon 

10 PGR standard, on utilise un microlitre d'ADN provenant de la preampllfication 
d§crite cl-dessus, 30 picomoles de chacune des amorces, des dTNP a une 
teneur 100 pM et 1 microlitre de polymerase TAQ (1U/ pi) de Roche 
Diagnosis. Les produits de PGR sont purifies deux fois sur des colonnes 
"QIAQUICK" de la Soci§te QIAGEN, et eluees avec un tampon Tris-Gl a 10 

15 mM de pH 8,5. Pour les tube Wt et MUT, on a utilise la meme paire 
d'amorces : G-primer et M-primer. La seule difference est I'ADN de depart. 

Les figures 10A et 10B montrent un circuit integre presentant 
des transistors T arranges selon une ligne (ou plusieurs lignes). Deux canaux 
microfluidiques (par exempl'e paralleles) G^ et G2 d'un substrat 30 permettent 

20 de mettre un ou plusieurs transistors T a effet de champ en contact avec la 
solution qui circule dans un canal G^ et/ou G2. Le materiau d'un substrat 30 
qui compporte les canaux microfluidiques (ou capillaires) peut etre un 
polymere PDMS (polydlmethylslloxane) ou autre, un verre, du siliclum, etc... 

II est ainsi possible de reallser des mesures diff6rentielles a 

25 partir de deux solutions qui clrciilent dans les deux canaux Ci el G2. II est 
egalement possible de r§allser sur un meme substrat 30 un grand nombre de 
tels micro-canaux fluidlques, le substrat dans lequel lis sont manages Stant 
solldarise au substrat semi-conducteur dans lequel sont int6gr6s les 
transistors ^ effet de champ FET. II est egalement possible de mesurer une 

30 . variation a Tinterieur d'un canal donne. Gette variation peut etre au cours du 
temps. II est egalement possible d'injecter differentes solutions a un endrolt 
donne dans un capillaire et le profil des concentrations reste Inchange le long 
du canal, meme loin du point d'injection. On se reportera a I'article de 
Paul J. A. KENIS et al., intitule "MIcrofabrication inside Capillaries Using 

35 Multiphase Laminar Flow Patteming" paru dans SGIENGE, vol. 285, 2 Julllet 
1999, p. 83-85 (notamment figure 1A). 
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Une technique d'analyse mettant en oetivre la mlcrofluldlque 
est decrite dans rarticle "Monolithic integrated mlcr6fluldlc DMA amplification 
and capillary electrophoresis analysis system" de Eric T. LAGALLY et 
collaborateurs pam dans Sensors and Actuators B 63 (2000) p. 138-1 46. 
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' REVEISSD^CAT80^5S 

1. Procede. de detection d'au moins un parametre 
repr6sentatif de molecules sondes fix6es sur des zones actives d'un capteur, 
caract^rise en ce que ledit capteur est constitu6 par un r§seau de transistors 

5 ^ effet de champ (T^, ...)dont chacun pr6sente une region.de source (S), 
une region de drain (D), ainsi qu'une region de porte qui constitue une dite 
zone active (3) sur laqueile ledit paramStre representatif doit §tre d^tecte et 
en ce qu'il comporte les Stapes suivantes : 

a) mettre en contact certaines desdites zones (3) avec des 
10 molecules sondes pour realiser leur fixation, 

b) baigner dans une solution d'electrolyte (6) au moins ces 
zones qui ont et§ mises en contact avec des molecules sondes, 

c) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de 
drain/tension source-porte/tension source-drain d'au moins deux des 

15 transistors d'un premier groupe correspondent a des zones (3) mises en 
contact avec des molecules sondes pour en d6duire au moins un dit 
parametre representatif par comparaison entre au moins deux dites mesures 
obtenues pour deux differentes zones. 

2. Procede selon la revendicatlon 1, caracterise en ce que 
20 ladite mesure d'au moins un point de la caracteristique met en oeuvre 

('application d'une tension donnee (Upg) entre le drain et la source d'au moins 
lesdits deux transistors du premier groupe ainsi qub I'application dans un 
premier cas d'une tension donnee (Uqs) entre la porte et la source de ces 
transistors du premier groupe ou, dans un deuxidme cas d'un courant de 
25 drain (lD)donn6 S ces transistors du premier groupe, 

3. Proc6de selon une des revendicatlons pr§c6dentes, 
caracterisS en ce qu'il prSsente entre a et b une Stape de ringage. 

4. Procede selon une des revendicatlons pr§cedentes, 
caracterisS en ce qu'il comporte apres a) et avant b) les etapes suivantes : 

30 .a1)rin5age 

. a2) ajout d'une solution contenant des molecules clbles 
susceptibles d'interagir speclfiquement avec les molecules sondes. • 

5. Procede selon une des revendicatlons 1 a 6, caracterise en 
ce qu'il comporte apres c, les Stapes suivantes : 
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d) ajout d'une solution d'§lecfrolyte (6) contenant des 
mol§cuies cibles susceptibles d'interagiir sp^cifiquement avec les moi§cules 
sondes. 

e) nnesurer au molns un point de la caractSristique courant de 
5 drain/tension, source-porte / tension source-drain d'au moins deux des 

transistors d'un deuxieme groupe correspondant a des zones (3) mises en 
contact avec des molecules sondes et avec des molecules cibles pour obtenir 
par comparalson au molns un dit parametre representatif. 

6- Precede selon la revendication 5, caracterise en ce que, au 

10 point e, la mesure d'au moins un point de la caracteristique met en oeuvre 
rapplication d'une tension donnee (Ups) entre le drain et la source des 
transistors d'au moins lesdits deux transistors du deuxieme groupe, et 
I'application dans un premier cas d'une tension donnee (Uqs) entre la porte et 
la source de'ces transistors du deuxieme groupe ou dans un deuxi§me cas 

15 d'un courant de drain (Ip) donnS a ces transistors du deuxidme groupe, 

7. Proc6d§ selon une des revendications 5 ou 6, caracterise 
en ce qu'il met en oeuvre une plurality de dites mesures d*au moins un point 
de la caracteristique, qui sont espacees au cours du temps. 

8. Proc6d§ selon une des revendications prec6dentes, 
20 caracterise en ce que ladite comparaison est rSalis§e par mesure 

difterentielle. 

9. Procede selon une des revendications pr6cedentes, * 
caracterise en ce que la comparaison est realisee entre des mesures 
effectuees sur au moins deux transistors correspondant a des zones (3) qui 

25 sont baign§es par une solution d'electrolyte (6) apres avoir ete mises en 
contact avec des molecules sondes. 

10. Precede selon une des revendications 1 a 8, caract§ris§ 
en ce que la comparaison est r6alisee entre des mesures effectuees sur au 
moins un transistor correspondant a une zone (3) qui est baignee par une 

30 . solution d'6lectrolyte (6) apres avoir et§ mise en. contact avec des molecules 
sondes en vue de leur fixation et sur au moins un transistor correspondant d 
uhe zone qui est baignee par iadite solution d'electrolyte (6) sans avoir etd 
mise en contact avec des molecules sondes. 

11. Proc6d6 selon une des revendications pr6c6dentes, 
35 caract§ris6 en ce que ledit paramdtre representatif est une dj§tection de la 

fixation de molecules sondes sur une dite zone (3). 
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12. Proc6d6 selon une des revendications pr6cedentes, 
caracterise en ce que les molecules sondes sont des molecules d'ADN, 
d'ARN ou de proteines. 

13! Proc6de selon la revendioation 12, caracteris^ -en ce que 
5 les molecules sondes sont des molecules d'ADN et en ce que les transistors 
S effet de champ sont de type a canal- n ^ appauvrissement, avec une 
polarisation de porte negative. 

14, Proc6de selon. une des revendications 12 ou 13, 
caracteris6 en ce qu'il met en oeuvre une detection par comparaisbn entre 

10 deux zones comprenant chacune au moins un dit transistor a effet de champ, 
la premiere zone etant baignee par une . solution obtenue a partir d'une 
reaction enzymologique (par exemple amplification PGR) donnant un produit 
detectable sp6cifique de la presence ou de I'absence d'une mutation dans un 
premier echantillon d'ADN et la deuxieme zone etant baignee par une solution 

15 obtenue a partir d'une reaction enzymologique (par exemple amplification 
PGR) donnant un produit dADN specifique de la presence ou de I'absence 
d'une mutation dans un de.uxi§me echantillon d'ADN. 

15, Precede selon la revendioation 14, caracterise en ce que 
le premier et le deuxieme echantillons d'ADN proviennent de deux patients et 

20 en ce que la reaction enzymologique est la meme pour les deux echantillons. 

16, Precede selon la revendioation 14, caracterise en ce que 
le premier et le deuxieme echantillons d'ADN sont identiques et proviennent 
du m§me patient et en ce que la reaction enzymologique dans la premiere 
zone est realisee dans des conditions exp^rimentales produisant un produit 

25 d'ADN en I'absehce de mutation dans le premier Echantillon et en ce que la 
reaction enzymologique dans la deuxidme zone est realis§e dans des 
conditions experimentales produisant un produit d'ADN en presence d'une 
mutation dans le deuxieme Echantillon. 

. 17. Precede selon une des revendications . pr6c§dentes, 

30 caracterise en ce qu'il compprte la circulation a travers au moins un 
microcanal fluidique d'une solution pour la mettre en contact avec au moins 
un dit transistor a effet de champ (T^, T2, ...)• 
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PROCEDE DE DETECTION D'AU MOINS UN PARAMETRE 
CARACTERISTIQUE DE MOLECULES SONDES FIXEES SUR AU MOINS 
UNE ZONE ACTIVE D'UN CAPTEUR 



ABREGE DESCRIPTIF 



L'inventlon conceme un proc^de de detection d'au mbins un 
parametre repr§sentatif de molecules sondes fix6es sur des zones actives (3) 
d'Cin capteur, II est caract6ris6 en ce que ledit capteur est constitu6 par un 
reseau de transistors i effet de champ (T^, T2 ...) dont chacun presente una 
region de source (8), une r§glon de drain (D), ainsi qu'une region de porta qui 
constitua una dite zone active (3) sur laquelle ledit parametre representatif 
doit ^tre detect6 et en ce qu'il comporte las etapes suiyantes : 

a) mettre en contact certaines desdites zones (3) avec des 
molecules sondes pour reaiisar ieur fixation, 

b) baigner dans une solution d'§lectroIyte (6) au moins ces 
zones qui ont eta misas en contact avac das molecules sondes, 

c) masurer au moins un point de la caracteristique courant de 
drain/tension source-porte/tension source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un premier groupe correspondarit a des zones (3) mises en 
contact avec des molecules sondes pour en deduire au moins gn dit 
parametre representatif par comparaison entre au moins deux dites mesures 
obtenues pour deux differentes zones (3). 
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